Evaluación del efecto inhibitorio de extractos obtenidos de bacterias acido lácticas (BAL) frente al crecimiento de Salmonella spp by Cortés Duque, Juan Camilo et al.
 
 
Evaluación del efecto inhibitorio de extractos obtenidos de bacterias acido 
lácticas (BAL) frente al crecimiento de Salmonella spp. 
 
 
 
 
JUAN CAMILO CORTÉS DUQUE 
LUISA FERNANDA MEJÍA RIVERA 
YULI FABIANA OYOLA VANEGAS 
 
 
 
 
 
Universidad Libre Seccional Pereira 
 
 
 
 
Tesis de grado 
 
 
 
 
Dirigido por 
Fernando Rafael Siller López 
 
 
 
MAYO DEL 2018
i 
 
RESUMEN 
El queso fresco de forma artesanal es uno de los alimentos de mayor producción y consumo, son elaborados a 
partir de leche sin pasteurizar, presentando carencias en el proceso, manipulación, conservación, transporte y 
comercialización. A su vez, la calidad higiénica y composición de este derivado lácteo da lugar a la proliferación 
de microorganismos tales como: Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella 
spp, siendo ésta última una bacteria Gram-negativa que cuenta con más de 2.400 serotipos altamente patógenos 
en la mayoría de estos. Alternativas como: Higiene adecuada, Buenas prácticas de manufactura (BPM), el 
análisis de peligro y puntos críticos de control (HACCP), logran ser sistemas de gran provecho al momento de 
garantizar la seguridad e inocuidad alimentaria. 
Sin embargo, la fermentación bacteriana aporta al sabor y conservación del queso, beneficios que son dados por 
las bacterias ácido lácticas BAL en la producción de ácidos orgánicos y peróxido de hidrógeno, hasta que en él 
siglo XX, se descubrió un agente microbiano llamado bacteriocina. Las bacteriocinas son metabólicos 
secundarios secretados por las BAL que a su vez son péptidos antimicrobianos que ejercen su actividad contra 
microorganismos patógenos habituales en productos lácteos. Por ello se vio la necesidad de evaluar la actividad 
antimicrobiana de los péptidos sintetizados por las BAL en el crecimiento de Salmonella spp; para establecer 
futuras aplicaciones con base en el aprovechamiento de la capacidad inhibitoria para el diseño de productos 
biotecnológicos dirigidos al mejoramiento de la calidad sanitaria del queso fresco. En este ensayo, se tomaron 
50 muestras seleccionando en total 98 cepas. Las cepas seleccionadas ya contaban con la caracterización 
previamente realizada a partir de la realización de un cultivo bacteriológico y confirmación molecular por PCR; 
a partir de los microrganismos proporcionadas por el banco de cepas, se realizaron dos protocolos: El protocolo 
inicial consistió en la reactivación de las cepas, se procedió a centrifugar y filtrar. El segundo protocolo consistió 
en activar las bacterias ácido lácticas, se centrifugó, se filtró, en tubos eppendorf con sulfato de amonio 
((NH4)2SO4) al 80% de saturación, luego se incubó con agitación durante tres horas, se centrifugó nuevamente 
a 14.000 rpm durante 20 minutos, se decantó el sobrenadante y se resuspendió en 100 µl de H2O. Se preparó el 
inoculo (Salmonella spp) a N° 0,5 en la escala de Mcfarland para agregarse al medio de cultivo microbiológico 
Mueller Hinton, se sirvió en placa y finalmente se realizó perforaciones formando pozos para agregar los 
extractos obtenidos de los protocolos propuestos. Los resultados alcanzados en la evaluación de la actividad 
inhibitoria presentada por los extractos obtenidos de las bacterias ácido lácticas, mostró actividad 
antimicrobiana negativa para la inhibición del patógeno evaluado Salmonella spp. debido a factores 
moleculares, factores filogenéticos y demás, que la diferencia de las bacterias Gram-positivas. 
 
Palabras claves: Queso fresco, Salmonella spp, péptidos antimicrobianos, factores moleculares. 
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SUMMARY 
Artisanal fresh cheese is one of the foods of greater production and consumption, they are made from 
unpasteurized milk, presenting deficiencies in the process, handling, conservation, transportation and 
marketing. In turn, the hygienic quality and composition of this milk derivative leads to the proliferation of 
microorganisms such as: Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp, the 
latter being a Gram-negative bacterium that has more than 2,400 serotypes highly pathogenic in most of these. 
Alternatives such as: Adequate hygiene, Good manufacturing practices (GMP), hazard analysis and critical 
control points (HACCP), are very useful systems to ensure safety and food safety. 
However, bacterial fermentation contributes to the flavor and preservation of cheese, benefits that are given by 
lactic acid bacteria BAL in the production of organic acids and hydrogen peroxide, until in the twentieth century, 
a microbial agent called bacteriocin was discovered. Bacteriocins are secondary metabolites secreted by BALs 
which in turn are antimicrobial peptides that exert their activity against pathogenic microorganisms common in 
dairy products. Therefore, it was necessary to evaluate the antimicrobial activity of the peptides synthesized by 
BAL in the growth of Salmonella spp; to establish future applications based on the use of the inhibitory capacity 
for the design of biotechnological products aimed at improving the sanitary quality of fresh cheese. In this trial, 
50 samples were taken by selecting a total of 98 strains. The selected strains already had the characterization 
previously made from the realization of a bacteriological culture and molecular confirmation by PCR; from the 
microorganisms provided by the bank of strains, two protocols were carried out: The initial protocol consisted 
of the reactivation of the strains, proceeded to centrifuge and filter. The second protocol consisted of activating 
lactic acid bacteria, centrifuged, filtered, in eppendorf tubes with ammonium sulfate ((NH4)2SO4) at 80% 
saturation, then incubated with shaking for three hours, centrifuged again at 14,000 rpm for 20 minutes, the 
supernatant was decanted and resuspended in 100 μl of H2O. The inoculum (Salmonella spp) was prepared at 
No. 0.5 on the Mcfarland scale to be added to the Mueller Hinton microbiological culture medium, it was served 
on plate and finally drilling was done forming wells to add the extracts obtained from the proposed protocols. 
The results obtained in the evaluation of the inhibitory activity presented by the extracts obtained from the lactic 
acid bacteria, showed negative antimicrobial activity for the inhibition of the evaluated pathogen Salmonella 
spp. due to molecular factors, phylogenetic factors and so on, which differentiates Gram-positive bacteria. 
 
Key words: Fresh cheese, Salmonella spp, antimicrobial peptides, molecular factors. 
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1. GENERALIDADES Y ANTECEDENTE 
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 
Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son originadas por la ingestión de alimentos, agua 
contaminada con agentes infecciosos tales como: Bacterias, hongos, virus, parásitos, que al llegar al intestino 
puede lisarse y producir toxinas o en su efecto invadir la pared celular y afectar otros sistemas (Linn, L. et al. 
2014). Sin embargo, es un hoy una problemática de salud pública en donde afecta a toda la población 
especialmente a los más vulnerables como: niños, mujeres embarazadas y ancianos, generando altos costos a 
los servicios de salud (FAO/OMS. 2005). 
En Colombia, la vigilancia de Enfermedades Transmitidas por Alimentos comienza en el año 2000 (Instituto 
Nacional de Salud. 2014). En el año 2015 notificaron al Sistema de Vigilancia en Salud Pública (SIVIGILA) 
10.243 casos de ETA, implicados 858 brotes. La población con mayor implicación fueron los de 10 a 14 años 
(15,40 %), 5 a 9 años (15,36 %) y el de 20 a 24 años (9,4 %) (Instituto Nacional de Salud. 2015). 
 En el 2010, el informe de Vigilancia de las Enfermedades Transmitidas por alimentos se reportaron 147 brotes 
(16.5%) vinculados con el consumo de queso, donde uno de los principales microorganismos implicados fue 
Salmonella spp. (López M. et al 2009), siendo el agente etiológico de Salmonelosis, una de las enfermedades 
transmitidas por alimentos con importantes consecuencias en la salud pública (Centros para el Control y la 
Prevención de Enfermedades. 2011). La presencia de microorganismos patógenos en subproductos lácteos 
como el queso son dadas principalmente por: factores ambientales, buenas prácticas de manufactura e incluso 
las características biológicas del queso ideales para estos microorganismos patógenos (Cerón CTG. 2008). 
Una variedad de bacterias Gram positivas y Gram negativas tienen la facultad de producir compuestos con 
actividad antimicrobiana con el fin de inhibir el crecimiento de otras bacterias (Zacharof, MP. et al. 2012). 
Las bacteriocinas son péptidos simples o proteínas de tamaño pequeño que son sintetizadas ribosómicamente y 
se someten a modificaciones postraduccionales (Zacharof, MP. et al. 2012). A su vez, son sintetizadas 
especialmente por las bacterias acido lácticas (BAL), éstas producen ácidos orgánicos, como ácido láctico, ácido 
acético, peróxido de hidrogeno; estos compuestos confieren actividad antimicrobiana y hoy son utilizadas como 
inhibidores de patógenos transmitidos por alimentos (Kralik, P. 2018). 
Las bacteriocinas muestran su efectividad contra microorganismos patógenos involucrados con la ingesta de 
alimentos contaminados tales como: Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y 
Salmonella spp. (Wu et al., 2004; Jeevaratnam et al., 2005). Por tal razón, las bacteriocinas han sido estudiadas 
debido a su importancia en el campo de investigación en los últimos años (Beristain-Bauza, S. et al. 2012). 
El uso de las bacteriocinas en el queso es el más común ya que proveen el control de crecimiento de las bacterias 
acido lácticas y un uso excesivo de éstas brinda al producto sabores extraños e incluso aceleran el proceso de 
maduración. (Beshkova y Frengova, 2012). 
 
1.1.1. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 
¿Es posible evaluar el efecto inhibitorio de extractos aislados de bacterias acido lácticas (BAL) frente al 
crecimiento de Salmonella spp? 
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1.2. JUSTIFICACIÓN 
El queso fresco producido de forma artesanal es uno de los alimentos de mayor producción y consumo, son 
elaborados con leche sin pasteurizar y cuenta con procesos no tecnificados (Cervantes, E. F. 2006), con carencia 
en el proceso, manipulación, conservación, transporte y comercialización (Peña, Y. P. 2013); su consumo con 
ciertas deficiencias podrá constituir un riesgo para la salud (Díaz, C. 2001). 
Según la Norma Técnica Colombiana (NTC 750) establece que el queso fresco es un producto higienizado, sin 
madurar, que después de su fabricación podrá ser consumido. El queso fresco es obtenido mediante la 
coagulación de la leche cruda, o leche pasteurizada, o mezcla pasteurizada de leche fresca con derivados lácteos, 
por la acción del cuajo u otros coagulantes aprobados, y escurriendo parcialmente el suero que se produce como 
consecuencia de tal coagulación, y finalmente contiene características físicas, químicas y organolépticas que 
son particularidades de leche fresca y de derivados lácteos.  
Actualmente en Colombia, no existe una tradición quesera, como ocurre en países europeos, sin embargo, 
muchos tipos de quesos son elaborados en las regiones colombianas, siendo producidos de manera artesanal y 
no cuentan con controles de calidad que prevengan los riesgos para la salud en sus consumidores (Castro, A. et 
al 2016). 
La calidad higiénica y composición de este derivado lácteo influye directamente a la presencia de 
microorganismos brindando las propiedades nutricionales para el crecimiento del mismo (ICONTEC-NTC 750) 
(Codex Alimentarius 2004), en este caso, Salmonella spp. bacteria que cuenta con más de 2.400 serotipos en 
donde la mayoría de las subespecies son altamente patógenas (Popoff, M. et al 1997). La calidad higiénica está 
directamente relacionada con la carencia de inocuidad ya que consiste en brindar las medidas necesarias, una 
vez ingerido el alimento, no aporte un riesgo para la salud del consumidor (ICONTEC-NTC 750). 
La presencia de patógenos en el queso fresco puede lograr reducirse con una adecuada higiene y buenas 
prácticas de manufactura. El sistema Análisis de Peligro y Puntos Críticos de Control (HACCP, por hazard 
analysis and critical control points) logra ser de gran utilidad para lograr la seguridad de los alimentos (Zhao 
Y. 2001) (Lay, U. et al. 1999). Para prevenir estos eventos en la incidencia de microorganismos se deberá tener 
una correcta pasteurización del producto lácteo, así mismo, es indispensable conservar la cadena de frio durante 
el transporte, almacenamiento y distribución de los quesos para evitar la proliferación de los microorganismos 
patógenos (Ayala, O. 2015). 
Sin embargo, la fermentación bacteriana aportar al sabor y conservación del queso, estos beneficios son dados 
por las bacterias acido lácticas en la producción de ácidos orgánicos y peróxido de hidrogeno, hasta que en el 
año 1944 se descubrió un agente antimicrobiano llamado bacteriocina. Las bacteriocinas son péptidos 
antimicrobianos, a su vez, son metabolitos secundarios secretados por las bacterias acido lácticas que logran 
inactivar o inhibir el crecimiento de especies productoras de intoxicaciones alimentarias al ser humano (Case 
C. 1998) (Soomro, A. et al. 2002). 
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Las bacteriocinas tienen un uso frecuente en la industria alimentaria de lácteos con el fin de preservar sus 
nutrientes autóctonos inhibiendo bacterias patógenas, sin embargo, el uso de estos péptidos antimicrobianos 
logra reducir la adición de conservantes químicos preservando sus propiedades sensoriales y nutricionales. 
(Ravishankar, V. et al 2014). 
Por ello, se vio la necesidad de determinar la actividad antimicrobiana de péptidos sintetizados por las bacterias 
acido lácticas (BAL) en el crecimiento de Salmonella spp; para establecer futuras aplicaciones con base en el 
aprovechamiento de la capacidad inhibitoria para el diseño de productos biotecnológicos dirigidos al 
mejoramiento de la calidad sanitaria del queso fresco. 
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1.3. ESTADO DEL ARTE 
Salmonella, en el ámbito mundial, está incorporada con frecuencia a las enfermedades diarreicas, estas 
continúan siendo una de las causas más significativas de morbilidad y mortalidad sobre todo en lactantes, niños 
y ancianos. Se ha estimado que, en Asia, África y Latinoamérica, dependiendo de factores socioeconómicos y 
nutricionales, la probabilidad de que un niño muera por enfermedad diarreica antes de los 7 años pueda llegar 
al 50% (Mead. 1999). Las infecciones agudas del tracto gastrointestinal están consideradas como una de las 
enfermedades más frecuentes en Colombia. (Parra M. 2002). Se han realizado diferentes investigaciones para 
establecer y confirmar el efecto antimicrobiano de Bacterias acido-lácticas frente a Salmonella, se recomienda 
conocer las pruebas moleculares y microbiológicas que se han empleado para su estudio. 
Según el reporte presentado por Cástulo, M. et al. Se aislaron 350 cepas de bacterias ácido-lácticas (BAL), a 
partir de 35 muestras de quesos frescos, las cuales fueron probadas como efecto antagónico de cuatro 
microorganismos patógenos, tres Gram + (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus 
pyogenes) y un Gram- (Salmonella agona). Este estudio presento resultados muy interesantes ya que de las 
cepas de BAL empleadas, la mayoría (25 cepas) mostraron capacidad antagónica donde el efecto inhibidor fue 
debido al cambio de pH, por la producción de ácidos orgánicos. 8 de las cepas de BAL, mostraron un efecto 
inhibidor diferente al pH. Cabe resaltar que cada una de las cepas de BAL empleadas en la investigación citada 
mostraron actividad antagónica en contra de bacterias Gram+, pero de manera contraria S. agona (Gram -), no 
fue inhibida en su desarrollo, por ninguna de las cepas de bacterias ácido-lácticas. 
Según lo anterior las cepas de BAL presentan un antagonismo importante frente diferentes patógenos, este 
antagonismo se presenta gracias a diferentes alteraciones producto del comportamiento de las cepas empleadas. 
El efecto inhibitorio presentado en el trabajo de Cástulo, M. et al. se originó por dos factores reportados, el 
primero gracias a la presencia de enzimas proteolíticas, lo que indica una inhibición de origen proteico; y el 
segundo factor el cambio y alteración de pH en el medio.  
En otro estudio reportado por Rivera, J. et. al. El queso evaluado presentaba una población de microbiana 
importante, de las cuales se realizaron 55 asilamientos bacterianos que se realizaron a partir de queso fresco, 31 
resultaron ser BAL de las cuales ocho mostraron efecto inhibitorio leve contra Salmonella entérica y tres un 
efecto aún más severo. Éstas últimas cuyo efecto inhibitorio presento mayor severidad fueron Leuconostoc spp, 
y Lactococcus lactis subespecie cremoris, ya que presentaron características de crecimiento que le permiten 
alcanzar su máximo crecimiento entre 8 y 9 h de incubación que las hace competitivas contra Salmonella 
entérica.  
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos por Rivera, J. et al, la función inhibitoria de las BAL se evaluó de 
manera aislada, esto indica que hay un potencial investigativo en cuanto a la evaluación de los efectos 
antagónicos de dichos microorganismos con relación la función que cumple el consorcio de BAL inhibitorias 
en su conjunto. De esta manera se podrá determinar si existen efectos sinérgicos que potencialicen la inhibición 
de patógenos. 
5 
 
(Larrea, H., Flórez, M., Huapaya, J. 2007). Evaluación de la actividad antimicrobiana de bacterias ácido-
lácticas. Parte I, el objetivo principal de este estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana de diferentes cepas 
de bacterias ácido-lácticas frente a algunos agentes patógenos comunes en infecciones gastrointestinales del 
hombre. Materiales y Métodos: Para la determinación de la actividad antimicrobiana se utilizaron las cepas 
incubadas en caldo nutritivo a 37˚ C por 24 horas: Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Shigella 
dysenteriae. La concentración mínima inhibitoria se definió como la mínima cantidad de BAL capaz de impedir 
el crecimiento bacteriano. Mediante la técnica de macrodilución en caldo se determinó la CMI capaz de inhibir 
el desarrollo microbiano visible, utilizando un inóculo de 0,1 mL de concentración equivalente a la escala 0,5 
de McFarland y después de este procedimiento se realizaron diluciones seriadas. Se utilizaron controles 
negativos y positivos. Se realizó la lectura de los resultados en aquellas placas donde las BAL fueron capaces 
de eliminar completamente el desarrollo bacteriano o que eliminó al 99,9% de bacterias, comparándolo con el 
control negativo. En los Resultados: encontraron que las bacterias ácido-lácticas destacan por su capacidad de 
producir sustancias de actividad bactericida como son las bacteriocinas.  Confirmaron la utilidad de las bacterias 
ácido-lácticas en el control de bacterias entéricas y sirve de base para continuar con otros estudios. 
(Gutiérrez, L., Montoya, O., Ruiz, O. 2005). Evaluación del potencial bactericida de los extractos de bacterias 
ácido-lácticas sobre el crecimiento in vitro de E. coli, Salmonella sp. y Listeria monocytogenes. Los autores 
propusieron un objetivo el cual fue: Evaluar el efecto bactericida de los extractos de los aislado de cepas de 
Lactobacillus con efecto probióticos sobre el crecimiento in vitro de Listeria monocytogenes, Salmonella sp y 
E. coli. Materiales y métodos: Se obtuvieron extractos de Lactobacillus plantarum y L. brevis, inoculados en 
caldo MRS (Man rogosa sugar), los cuales se almacenaron a diferentes tiempos de almacenamiento, temperatura 
y pH con actividad bactericida frente a Salmonella spp, Escherichia coli y Listeria monocytogenes. Las pruebas 
de actividad se hicieron empleando el método de difusión en pozos. Los extractos se precipitaron, y se 
centrifugaron a 13,000 rpm/10 minutos, los sobrenadantes se separaron y el precipitado obtenido se lavó varias 
veces con solución salina estéril. Luego se disolvió con 2 ml de solución buffer fosfato. Se realizaron los análisis 
de los efectos principales de pH, temperatura y almacenamiento para cada uno de los extractos con las diferentes 
bacterias blanco. Resultados: Se observó el comportamiento del extracto L brevis vs Salmonella, se demostró 
que la actividad no se ve afectada por el tiempo de almacenamiento; el pH, influyó proporcionalmente en el 
control decrecimiento de Salmonella, al aumentar éste también lo hace la actividad. A temperaturas superiores 
a 20°C, la actividad empieza a disminuir, esto es importante para el control del crecimiento de este patógeno en 
alimentos refrigerados. El efecto del extracto de L. brevis contra E. coli. A temperaturas de 25ºC la inhibición 
es alta, pero a esta temperatura se favorecía el crecimiento de células. 
(Vélez, J., Gutiérrez, L., Montoya, O). Evaluación de la Actividad Bactericida de Bacterias Ácido-Lácticas 
Aisladas en Calostro de Cerdas Frente a Salmonella typhimurium: Esta investigación tuvo como objetivo 
determinar el efecto bactericida de dos extractos de bacterias ácido-lácticas caracterizadas previamente por 
ensayos in vitro como probióticos contra S. thipymurium in vitro. Materiales y métodos: Se eligieron dos cepas 
denominadas como BAL1 y BAL3, a las cuales se les evaluó el potencial bactericida de los extractos bacterianos 
sobre el patógeno Salmonella thipymurium, por el método de difusión en pozos en agar Mueller Hinton. Los 
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extractos se obtuvieron ajustando el inóculo a 0,5 McF en caldo MRS, centrifugados a 6.000 rpm por 5 minutos 
y filtrados con membrana de 0,2 µm. Resultados: Ambos extractos mostraron tener un alto potencial bactericida 
frente a esta bacteria, con promedios de halo de inhibición de 11 mm in vitro. 
(MV Zbruna et al). Identification of lactic acid bacteria with bio-preservative potential isolated from 
contaminated avian blood obtained at the slaughterhouse: En este artículo de investigación los autores tuvieron 
como objetivo aislar e identificar bacterias ácido-lácticas (BAL) a partir de sangre aviar obtenida en mataderos 
industriales y estudiar su actividad antimicrobiana. Materiales y métodos:  Aislaron 96 colonias presuntivas de 
BAL a partir de sangre aviar. Se estudiaron 31 BAL obtenidas a partir de diferentes muestras de sangre y se 
identificaron 11 grupos de bacterias diferentes a partir del análisis de restricción del ADN microbiano. De éstas, 
28 produjeron compuestos antimicrobianos como ácidos orgánicos, 11 generaron peróxido de hidrógeno (H2 
O2) y dos fueron productoras de sustancias tipo bacteriocinas. Resultados: Lactobacillus salivarius (DSPV 
027SA) y Enterococcus faecalis (DSPV 008SA), inhibieron el crecimiento de Escherichia coli, Pseudomonas 
aeruginosa y algunos serotipos de Salmonella spp. Lograron identificar dos cepas de BAL como potenciales 
candidatas para ser aplicadas en un sistema de biopreservación de sangre aviar. 
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1.4. MARCO TEORICO 
 
1.4.1. Reseña histórica 
A partir de los últimos 20 años se ha generado la necesidad de utilizar alternativas biológicas encaminadas a la 
preservación y el mejoramiento de los alimentos, con el objetivo de contrarrestar el excesivo uso de 
conservantes sintéticos que se aplica para la industria alimentaria y antibióticos para prevención de 
enfermedades en el ser humano y en algunos animales. Entre las principales investigaciones relacionadas al 
tema es importante mencionar la utilización y el estudio de microorganismos probióticos, los cuales generan 
múltiples beneficios a la salud y otorgan un valor agregado a los productos alimenticios que los contienen 
(Bauza et al., 2012).  Inicialmente se conoció la actividad antagónica entre bacterias relacionada con 
bacteriocinas cuando se describió el efecto competitivo entre cepas de Escherichia coli, las sustancias presentes 
en dicho antagonismo se denominaron colicinas; las primeras observaciones, relacionando bacteriocinas con 
bacterias acido-lácticas se realizaron a partir de 1928, estas observaciones se basaron en la descripción del 
efecto inhibitorio de cepas de Lactococus sobre el crecimiento de otras bacterias acido-lácticas presentes en la 
fabricación de queso. La Nisina fue la primera sustancia de origen peptídico descrita con características 
antimicrobianas producida por cepas de la especie Lactococcus lactis subsp. lactis en el año 1933 (Monroy et 
al., 2009). La nisina además de ser la primer bacteriocina en ser aislada, fue la primera sustancia aprobada para 
ser usada en alimentos con el objetivo de prevenir el brote de esporas de Clostridium botulinum presentes en 
quesos distribuidos en Inglaterra.  La nisina es la principal bacteriocina actualmente utilizada como conservante 
seguro de comida en alrededor de 48 países siendo aprobada por la FDA en 1988 (Camargo et al., 2009). 
 
1.4.2. Antimicrobianos 
El control y el tratamiento de patologías infecciosas fue revolucionada con la introducción clínica de 
compuestos con actividad antimicrobiana frente a bacterias, hongos, parásitos y virus, causantes de dichos 
eventos infecciosos desde el descubrimiento de la penicilina en el año 1929 (Calvo and Martínez-Martínez 
2009). Los antimicrobianos son principalmente moléculas naturales (producidas por un organismo vivo), 
sintéticas o semisintéticas, que inducen la muerte o la detención del crecimiento de un organismo. En la 
actualidad los antimicrobianos no se utilizan a partir de moléculas de origen natural, por lo que se consideran 
un tipo diferente de quimioterápticos (Seija and Vignoli 2006). Desde el punto de vista molecular, los 
antimicrobianos de uso clínico ejercen su acción en algunas de las siguientes estructuras o funciones 
bacterianas: inhibiendo la síntesis de la pared bacteriana, alterando la integridad de la membrana citoplasmática, 
impidiendo la síntesis proteica o bloqueando la síntesis o las funciones de ácidos nucleicos (Calvo and Martínez-
Martínez 2009). La producción en masa de estos compuestos y su uso inadecuado han contribuido al incremento 
de cepas multiresistentes a antibióticos (Becerra et al., 2009). Gracias a esto los microorganismos pierden con 
el tiempo su sensibilidad natural a estos agentes a través de la selección y transmisión de diversos mecanismos 
de resistencia, lo que genera una problemática mundial que invita a buscar alternativas para el control de 
organismos causantes de enfermedades y problemas de tipo infeccioso (Rodríguez et al., 2012). 
8 
 
1.4.3. Péptidos antimicrobianos 
Los péptidos antimicrobianos han surgido en los últimos 25 años como una familia de diversas sustancias con 
gran potencial para diferentes tipos de uso enfocados a la prevención de enfermedades relacionados con 
microorganismos, esto debido a sus múltiples mecanismos de acción, amplio espectro de actividad y bajo 
potencial de resistencia. La producción de estos péptidos antimicrobianos se ha encontrado en casi todos los 
seres vivos, desde los procariotas, con las bacteriocinas, a los eucariotas, como mamíferos, anfibios, insectos y 
plantas con la presencia de diferentes tipos de péptidos (Téllez and Castaño 2010). La composición de estos 
péptidos, su carga neta (generalmente catiónica), así como sus características y tamaño, favorecen su interacción 
con diferentes elementos del organismo, como en el caso de las bicapas lipídicas, principalmente aquellas que 
forman las membranas citoplasmáticas de patógenos (bacterias, hongos, virus envueltos y parásitos), en las que 
los péptidos pueden inducir la formación de poros. Actualmente se tiene conocimiento del amplio rango de 
acción que presentan los péptidos antimicrobianos y como se ha extendido al citoplasma bacteriano, en donde 
se induce alteraciones en la formación del septo de la membrana citoplasmática, inhibiendo así la síntesis de la 
pared celular, la de ácidos nucleicos, la de proteínas, así como algunas actividades enzimáticas (Castañeda et 
al., 2009). El origen de la mayoría de los péptidos antimicrobianos que se conocen en la actualidad y que han 
sido descritos en numerosos estudios; son codificados por genes y son sintetizados en los ribosomas, aunque 
existen otros que son el resultado de metabolitos secundarios (por ejemplo, la lactoferricina) (Téllez and Castaño 
2010). 
 
1.4.4. Bacterias acido-lácticas (BAL) 
Las Bacterias Acido Lácticas (BAL) comprenden un número elevado de bacterias cuya característica común es 
la producción de ácido láctico a partir de los carbohidratos. Este grupo de bacterias probablemente sea el más 
abundante y difundido en la naturaleza, debido a la capacidad que poseen de crecer en una variedad de sustratos 
y en diversas condiciones biológicas (Vásquez et al., 2009). 
 
Taxonomía: Las BAL pertenecen al phylum Firmicutes que comprende alrededor de 20 géneros: Lactococcus, 
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Aerococcus, Carnobacterium, enterococcus, 
Oenococcus, tetragenooccus, Vagococcus y Weisella. Estos son los principales miembros de las BAL, siendo 
Lactobacillus el más grande de estos géneros. La clasificación de las BAL en géneros diferentes es basada en 
principio en la morfología, modo fermentación de la glucosa (homofermentativas y heterofermentativas), el 
crecimiento a diferentes temperaturas, la configuración del ácido láctico producido, habilidad para crecer a alta 
concentración de sal y tolerancia ácida o alcalina (Parra et al., 2010) (Ramírez et al., 2011). 
 
Morfología: Las BAL son bacterias Gram-positivas, no formadoras de esporas y presentan forma de cocos y 
bacilos cuyas longitudes son variables evidenciando un grosor de 0.5-0.8 µm fisiológicamente estables(Parra et 
al., 2010) (Agurto and Ramos 2008); las colonias de este tipo de bacterias se caracterizan por poseer colores 
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blanco brillante y crema brillante y formas como colonias umbonadas con borde entero, colonias centro denso 
o colonias circulares y convexas (Tobía et al., 2003). 
 
Bioquímica: Las BAL son organismos anaerobios facultativos, catalasa negativo, pertenecientes a los géneros 
(Serna-Cock and Stouvenel 2005), presentan resistencia en pH inferiores a 4 (Ruiz et al., 2016). Las bacterias 
acido-lácticas poseen metabolismos que se definen según los productos finales presentados por la fermentación 
de los carbohidratos; en el metabolismo homofermentativo, se produce predominantemente ácido láctico y las 
bacterias utilizan las hexosas siguiendo la vía de Embden-Meyerhof, además la fermentación homoláctica da 
lugar a una mezcla de ácidos cuando existe una concentración de glucosa limitante o cuando ocurren ciertas 
alteraciones en el ambiente especialmente en el aumento de factores como el pH, la temperatura o fermentan 
azúcares diferentes a la glucosa; en estos casos, la diferencia radica en el metabolismo del piruvato, el cual 
además de producir ácido láctico produce además formiato y acetil CoA por la enzima piruvato formiato liasa. 
Debido a la gran cantidad de géneros bacterianos considerados como BAL, existen bacterias homofermentativas 
obligadas y facultativas, estas últimas tienen glucosa-6 fosfato deshidrogenasa y siguen la vía de la pentosa 
(Serna-Cock and Stouvenel 2005). En el caso de los géneros de BAL heterofermentativos, convierten hexosas 
a pentosas por la vía 6-fosfogluconatofosfocetolasa, por lo que además de ácido láctico generan otros productos 
como acetato, etanol y CO2. Existen ciertos géneros bacterianos con características facultativas frente a este 
tipo de fermentación y poseen la capacidad de utilizar ambas vías, siendo homofermentativo su metabolismo 
principal; con el condicionante de que si se produce alguna modificación en  algunas condiciones de cultivo, 
tales como la concentración de glucosa, pH y la restricción de nutrientes, se induce la vía 6-PG/PK, causando 
la fermentación heteroláctica (Díaz et al.,2014). Dentro de los metabolitos producidos por las BAL se 
encuentran las bacteriocinas que son proteínas o péptidos antimicrobianos sintetizados en el ribosoma de las 
BAL (Vásquez et al., 2009). 
 
Crecimiento in vitro: Para establecer las condiciones de crecimiento optimo en el laboratorio, es importante 
tener en cuenta que las bacterias acido-lácticas crecen bajo condiciones de microaerofilia (O2  5%, CO2 10%, 
N2 8%), aunque  la mayor parte de ellas no son sensibles a la presencia de oxigeno (Pérez et al. 2015). La 
temperatura óptima de crecimiento para estas bacterias es de 37ºC, encontrándose altos incrementos en las BAL 
a temperaturas de oscilantes entre 36-38ºC (Acevedo, Rodríguez, and Fernández., 2010). En cuanto al pH 
presentan resistencia en pH inferiores a 4 (Ruiz et al., 2016), pero su crecimiento optimo se da con un pH de 
6,05 (Escobar et al., 2010), pero se puede generar a pH ácidos cercanos entre 5,5-5,8 (Cutiño et al. 2017). Para 
que un medio de cultivo sea adecuado y ayude al crecimiento del microorganismo es deseable que el nitrógeno 
sea orgánico en forma de aminoácidos o péptidos dentro de los cuales el ácido glutámico, isoleucina y valina 
se consideran factores de crecimiento; además de fuentes de nutriente el medio debe contener complejos 
vitamínicos (complejo B), sales y micronutrientes (León et al., 2013). El agar comercial comúnmente empleado 
para el crecimiento de las BAL se encuentra el medio de cultivo MRS (Man, Rogosa y Sharpe), el cual dentro 
de su composición cuenta con la disponibilidad de las sales y micronutrientes requeridas para generar un 
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crecimiento adecuado en los géneros de bacterias acido-lácticas. La fórmula de dicho medio está constituido 
por 5 g/L de extracto de levadura, 10 g/L de extracto de carne, 5 g/L de acetato de sodio, 1 g/L de polisorbato 
80, 10 g/L de peptona de carne y 6% p/v de lactosa (León et al., 2013). 
Las cepas de BAL son principalmente aisladas a partir de muestras de queso, leche, o suero fresco. Las muestras 
provenientes de este tipo de alimentos deben someterse a homogenización en sustancias que permitan un 
avistamiento del crecimiento en células viables y realizar diluciones seriadas, que posteriormente deben ser 
inoculadas en el agar específicamente apropiado para el óptimo crecimiento de la cepa (en el caso de las BAL; 
agar Man, Rogosa, Sharpe (MRS) (Ramos et al., 2009). Lo anterior permite el aislamiento de microorganismos 
presentes en los elementos de origen lácteo, pero no garantizan la obtención de cultivos puros de bacterias 
acido-lácticas, por ende, se deben de realizar procedimientos para la identificación y obtención de las cepas de 
interés. Para ello se tener en cuenta que cada una de las colonias aisladas se debe someter a pruebas como; la 
prueba de tinción, con el fin de seleccionar las bacterias Gram positivas; así como también la prueba de la 
catalasa, con el fin de obtener bacterias catalasa negativa, característica propia de las BAL (Verastegui et al., 
2017).  
 
Genoma: Las características genotípicas de las bacterias acido-lácticas generalmente presentan factores como 
el porcentaje de guanina y citosina (G+C) en su genoma inferior al 54%. De manera específica cada género de 
BAL presenta ciertas características evidenciadas desde haber sido secuenciado el genoma de la primera  
bacteria perteneciente a este grupo (Lactoccocus lactis) (Agresti et al., 2012). Entre dichas características, L. 
Plantarum presenta  mecanismos heterofermentativos, con una gran capacidad biosintética y una perfecta 
adaptación en medios abundantes en nutrientes y fuentes energéticas, gracias al tamaño de su genoma, el cual 
es 50% más grande que la mayoría de bacterias ácido lácticas presentando una gran capacidad metabólica razón 
por la cual puede tener rendimientos mayores (Ortega et al., 2010). 
 
1.4.5. Patógenos asociados al queso fresco 
El queso fresco es el producto sin madurar obtenido por separación del suero después de la coagulación de la 
leche cruda o reconstituida, pasteurizada, entera o parcialmente descremada, o de una mezcla de estos 
productos, y que cumple con algunos requisitos específicos (generales: color, forma, corteza, pasta, 
composición; fisicoquímicos; aditivos alimentarios permitidos; microbiológicos; y temperatura de 
conservación). Los problemas asociados con intoxicaciones alimentarias provenientes de queso parecen ser 
producidos en mayor frecuencia por aquellos fabricados a partir de leche sin pasteurizar, aunque los quesos 
fabricados con leche pasteurizada también pueden ocasionar toxiinfecciones por una inadecuada pasteurización 
de la leche o porque el queso hecho de leche pasteurizada se contamina posteriormente con microorganismos 
patógenos (Delgado & Torres., 2003). La vulnerabilidad de este producto radica en factores provenientes del 
mismo proceso de fabricación; la excesiva manipulación de este producto, unido a su riqueza de nutrientes, lo 
hacen susceptible a la contaminación con bacterias patógenas (Guzmán et al., 2010). Entre otros factores 
relacionados a la presencia de microorganismos patógenos en los subproductos lácteos como el queso, es 
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necesario tener en cuenta la salud de la ubre de la vaca, tratamiento térmico de la leche, la limpieza del material 
usado para la quesería, la calidad de los cultivos, del manejo de la cuajada durante el procesamiento, de la 
temperatura de almacenamiento y el transporte y durante la distribución del queso (Zamora-vega et al., 2012). 
Teniendo en cuenta cada una de las posibles causas de contaminación vinculadas directamente al proceso de 
fabricación, es indispensable conocer que las características propias del producto lo hacen susceptible a la 
presencia de patógenos; una de las principales características de este tipo de quesos son los altos niveles de 
humedad que presentan, lo que provee una condición adecuada para el desarrollo de diversos microorganismos 
patógenos como es el caso de la aparición de Salmonella y E.coli serotipo O157:H7, los cuales, de acuerdo con 
la FDA (2005), son principalmente causantes de infecciones e intoxicaciones alimentarías; dichos problemas 
vinculados específicamente en leche y quesos son frecuentemente presentados en mayor medida por presencia 
de Salmonella tanto en país desarrollados como subdesarrollados (Romero et al., 2009). Recientemente se ha 
demostrado que las bacterias acido-lácticas y probióticas en algunos alimentos como el queso provocan la 
inhibición de microorganismos, con esto contribuyen a controlar organismos que son potencialmente patógenos 
como algunas especies de Salmonella, Staphylococcus y Listeria (González et al., 2006). 
 
1.4.6. Salmonella spp. 
Las primeras descripciones acerca de Salmonella se remontan a finales del siglo XIX (1885), cuando fue 
llamada así por el patólogo Salmon quien la aisló de intestinos porcinos y la utilizó para vacunas; fue cultivada 
por Gaffky en 1884 (Sánchez & Cardona, 2003). Su interés principal se da en salud pública gracias a que causa 
enfermedad diarreica bacteriana, como resultado de ingerir alimentos contaminados, particularmente los de 
origen animal (Pozo et al., 2006). 
 
Taxonomía: El género Salmonella es representativo de la familia Enterobacteriaceae (Fariñas and Martínez-
Martínez 2013), inicialmente se consideraba que el género incluía más de dos mil especies y se utilizaron 
nombres representativos para darles nombre, por ejemplo, del origen geográfico donde el agente fue aislado por 
primera vez (Salmonella montevideo); más tarde las investigaciones mostraron que se trataba de serotipos y que 
en realidad solo había dos especies de Salmonella: S. entérica y S. bongori. Además existe una tercera especie, 
S. subterránea, tras el aislamiento en marzo de 2005 de una única cepa ambiental poco usual (Fernández 2015). 
Salmonella spp es el grupo más complejo de todas las enterobacterias con más de dos mil cuatrocientos serotipos 
descritos en el esquema Kauffman White, determinados por la composición de los antígenos somáticos (O), 
flagelares (H), o de superficie Vi (k) (Parra et al., 2002). 
 
Las especies entre ellas S. entérica se divide en seis subespecies: I entericae, II salamae, IIIa arizonae, IIIb 
diarizonae, IV houtenae y IV indica. Los serotipos de la subespecie entericae causan 99% de las salmonelosis 
en humanos y animales superiores (Castillo et al., 2008). El símbolo romano V se reserva para los serotipos de 
S. bongori (Fernández 2015). 
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Morfología: Los miembros de esta familia, son bacilos Gram negativos de 2 a 3 x 0.4 a 0.6 μ de tamaño. Con 
excepción de los serotipos gallinarum y pullorum los demás serotipos son móviles por medio de flagelos 
perítricos (Parra et al., 2002). Entre sus características, antes de invadir cualquier tipo de célula, la bacteria debe 
encontrar y adherirse a uno o más tipos de células del tejido intestinal; para esto el microorganismo cuenta con 
algunos mecanismos de adhesión en los cuales puede involucrar varios tipos de fimbrias o pili, cuatro de los 
cuales están definidos genéticamente: fimbria tipo 1 (fim), fimbria codificada por plásmidos (pef), fimbria polar 
larga (lpf) y fimbria agregativa delgada (Curli) (agf/csg). Estas cualidades morfológicas proporcionan ventajas 
relacionadas al ambiente, ya que, es posible que las fimbrias ayuden a la bacteria a conseguir contacto cerrado 
con las células hospederas y además a permitir la interacción de factores que estimulan la migración 
transepitelial de neutrófilos en el hospedero. La presencia de por lo menos estos cuatro sistemas fimbriales 
sugiere que la adhesión a superficies celulares y no celulares puede ser un paso crítico en la supervivencia de 
Salmonella en el medio ambiente, ya que ésta responde a factores del medio como pH y osmolaridad (Sánchez 
& Cardona., 2003). 
 
Características bioquímicas: Este género se caracteriza por poseer metabolismo fermentativo y oxidativo; 
esto se es gracias a que fermentan glucosa con producción de ácido y gas (excepto S. typhi), también fermentan 
L-arabinosa, maltosa, D-manitol, D-manosa, L-ramnosa, Dsorbitol, trehalosa, D-xilosa y D-dulcitol. Son 
oxidasa negativo, catalasa positivo, indol y Voges- Proskauer (VP) negativo, rojo de metilo y citrato de 
Simmons positivo, producen H2S, son urea negativo, lisina ornitina y descarboxilasa positivo (Cubillos, 2009). 
Entre otras características bioquímicas se encuentran la reducción de nitratos a nitritos, no desaminan la 
fenilalanina y son tetrationato reductasa (Brooks et al., 2011). La mayoría produce gas por fermentación de 
carbohidratos, especialmente glucosa, con varias excepciones: serotipos Typhi y algunas variantes mutantes de 
serotipos productores de gas entre los que destaca por su frecuencia relativamente alta el serotipo Dublin, 
producen el enzima catalasa y dan negativo en la prueba del citocromo oxidasa (Martínez., 2007).  
 
Crecimiento in vitro: Los representantes de este grupo de microorganismos son anaerobios facultativos; en 
condiciones anaerobias, su crecimiento depende de que en el medio existan carbohidratos como fuente de 
carbono; en aerobiosis, la gama de sustratos apropiados para su crecimiento incluye ácidos orgánicos, 
aminoácidos y carbohidratos (Andino & Quintanilla, 2013) . Para su crecimiento no requieren cloruro de sodio 
pero pueden crecer en concentraciones que van desde 0.4% al 4%. La mayoría de los serotipos de Salmonella 
crecen en un rango de temperatura que va desde 5ºC a 47ºC, con una temperatura óptima de 35ºC-37ºC, algunas 
pueden llegar a crecer a 2ºC o 4ºC y hasta 54ºC. El pH de crecimiento oscila entre 4-9 con un óptimo entre 6.5 
y 7.5. Se desarrollan bien a una actividad de agua (aw) de 0.99 a 0.94 (Gonzalez et al., 2014). Se multiplican 
bien en medios ordinarios (Parra et al., 2002), entre los medios más comunes para su crecimiento in vitro se 
encuentra agar sulfito bismuto, agar verde brillante y agar Salmonella Shigella (Chavez & Pimentel, 2008). Las 
colonias son al cabo de 18 a 24 horas de 2 a 3 µm de diámetro salvo algunos serotipos que producen colonias 
enanas (Parra et al., 2002). 
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Genoma: Según el esquema clásico de Kauffman-White basado en antígenos somáticos, flagelares y 
ocasionalmente capsular, las salmonelas se clasifican en más de 2,500 serotipos, que pueden ser móviles o 
inmóviles (Ochoa et al., 2005). Se caracteriza por poseer en su genoma un contenido en guanina-citosina (GC) 
de 50-53% (Martínez Álvares 2007). El gen invA contiene secuencias únicas para Salmonella, de allí que su 
amplificación ha sido reconocida como un estándar internacional para la detección de Salmonella. Asimismo, 
el gen fliC codifica la mayoría de los componentes del flagelo de Salmonella entérica serovar Typhimurium. 
Salmonella Enteritidis alberga en su genoma un plásmido único de virulencia de 60 kb. Este plásmido posee un 
gen llamado prot6E, el cual probablemente codifica una proteína de superficie única fimbrial específica a 
Salmonella Enteritidis (Chero et al., 2017). 
 
La existencia de plasmidos V en S. enterica (pS-V) se puso por primera vez de manifiesto en el serotipo 
typhimurium (pSLT) en el año 1982, y posteriormente se encontró en un número limitado de otros serotipos, 
todos pertenecientes a la subespecie 1. Algunos de ellos son particularmente frecuentes en infecciones humanas, 
como enteritidis (pSEV; 60 kb), choleraesuis (pSCV; 50 kb), dublin (pSDV; 80 kb), además de typhimurium 
(pSLT, pSTV; 90 kb) (Mendoza et al., 2009). La mayoría de los genes relacionados con la virulencia han sido 
descritos y caracterizados por medio del aislamiento de mutantes in vitro. Estas mutantes, han demostrado 
defectos de ciertas características que parecen ser importantes para la virulencia in vivo, genes como hil, inv, 
spa y lpf determinan la capacidad para invadir células epiteliales cultivadas. Los genes mgtC y pagC juegan un 
papel importante en la sobrevivencia dentro de células fagocíticas. Los genes sip, spa e inv controlan la 
citotoxicidad sobre los macrófagos. Las proteínas sop regulan la inflamación y secreción de fluidos. Los genes 
ivi, solo se expresan durante la infección in vivo (Saldarriaga & Rugeles 2001). 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1.1. Objetivo general 
Determinar la actividad antimicrobiana de péptidos sintetizados por las bacterias acido lácticas (BAL) en el 
crecimiento de Salmonella spp; para establecer futuras aplicaciones con base en el aprovechamiento de la 
capacidad inhibitoria para el diseño de productos biotecnológicos dirigidos al mejoramiento de la calidad 
sanitaria del queso fresco. 
 
2.1.2. Objetivos específicos 
• Activación de Cepas de bacterias acido lácticas con potencial productor de péptidos antimicrobianos. 
• Obtención de extractos a partir de BAL con el fin de establecer un procedimiento que permita su 
purificación. 
• Evaluar el efecto antagónico de los extractos obtenidos frente a Salmonella spp. 
• Ejecutar dos protocolos con el fin de evaluar una mayor concentración de péptidos antimicrobianos y 
establecer su efectividad frente a Salmonella spp. 
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3. METODOLOGÍA 
 
Con el fin de dar inicio a la extracción de los péptidos antimicrobianos para ser evaluado frente a Salmonella 
spp. previamente se tomaron 50 muestras de 2 fincas de Pereira-Risaralda, para realizar la obtención de muestras 
se basaron en el Consejo Nacional de Mastitis (NMC). Se cultivaron en agar MRS (Man, Rogosa y Sharpe) con 
Azul de bromofenol, luego se seleccionaron colonias con diferentes morfologías y finalmente se 
criopreservaron.  A partir de las 50 muestras se eligieron las bacterias acido lácticas (98 cepas), procedentes de 
leche cruda de vaca, la cual se sometió a examen clínico. Se procedió a determinar el Recuento de Células 
Somáticas (RCS) y así para las muestras positivas realizar un cultivo bacteriológico y confirmación molecular 
por PCR; y finalmente obtener los aislamientos productores de péptidos antimicrobianos. (Colonia, A., et al., 
2016) 
 
3.1. Aislamiento y cultivo de bacterias acido lácticas (BAL) 
Las cepas aisladas fueron criopreservadas en caldo de MRS (Man, Rogosa y Sharpe, Oxoid), con glicerol al 
20%, a partir de dichas cepas congeladas se realizó su reactivación en agar MRS a incubación por 24 horas a 
temperatura de 37°C, en seguida se inoculó en caldo MRS en tubos cónicos para centrífuga Falcon de 15 ml, 
incubándose a 37°C en ambiente de microaerófilia, con el fin de controlar su atmosfera aportando bajo 
porcentaje de oxígeno y alto porcentaje en dióxido de carbono. Éste ambiente de anaerobiosis se realizó por 48 
horas y así ejecutar los dos protocolos propuestos para una mejor obtención de los péptidos antimicrobianos. 
 
3.2. Obtención de péptidos antimicrobianos 
Para la obtención de los péptidos antimicrobianos se realizaron dos protocolos propuestos con el fin de purificar 
los extractos y mejorar su concentración en la posible obtención de péptidos a partir de 98 muestras de BAL, a 
partir de allí se evaluó su actividad antimicrobiana.  
Comenzando con el cultivo expuesto en microaerófilia, se tomó 1 ml de la muestra en caldo MRS y se insertó 
en tubo eppendorf, se centrifugó a 14.000 rpm durante 20 minutos. Se realizó la filtración con un poro de 
capacidad de 0.2 µm (Minisart®) y finalmente fue agregado en tubo eppendorf estéril.  
 
El segundo protocolo se desarrolló a partir del cultivo expuesto en microaerófilia, se tomó 1 ml de la muestra 
en caldo MRS y se insertó en tubo eppendorf, se centrifugó a 14.000 rpm durante 20 minutos. Se realizó la 
filtración con un poro de capacidad de 0.2 µm (Minisart®). Lo filtrado se depositó en tubos eppendorf con 
sulfato de amonio ((NH4)2SO4) con un grado de saturación del 80%, se incubaron con agitación durante 3 horas 
a 4°C aproximadamente, se centrifugó a 14.000 rpm durante 20 minutos, se decantó el sobrenadante y 
finalmente se resuspendió el pellet obtenido en 100 µl H2O estéril tipo 2. 
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3.3. Aislamiento de Salmonella spp (ATCC 14028). 
Se preparó 25 gramos del medio de cultivo BHI (Brain Heart Infusion, Scharlau) para lograr el aislamiento de 
Salmonella spp (ATCC 14028). La siembra fue realizada por agotamiento para luego ser incubada durante 24 
horas a 37°C. 
 
3.4. Preparación de Salmonella spp (ATCC 14028) utilizando la escala de McFarland. 
Se tomó una UFC del medio de cultivo BHI hasta obtener N° 0,5 en la escala de McFarland a través del 
densichek. 
 
3.5. Preparación del medio de cultivo microbiológico Mueller Hinton junto con Salmonella spp (ATCC 
14028).  
Se preparó 80 gramos para cada protocolo de agar Mueller Hinton (Merck KGaA), se inoculó 400 µl de 
Salmonella spp. en agar Mueller Hinton a partir de N° 0,5 en la escala de McFarland, se obtiene un 
homogenizado de agar-patógeno y se extiende en placa grande hasta obtener su estado sólido.  
 
3.6. Desarrollo del ensayo de pozos 
El medio de cultivo microbiológico Mueller Hinton al obtener su estado sólido, se perforó, formando así cierta 
cantidad de pozos para insertar 60 µl del extracto obtenido de los protocolos propuestos. Además de depositar 
los 98 extractos en los pozos del agar, se realizó el mismo procedimiento para los controles; control negativo y 
control positivo a partir de ampicilina (capsula de 500mg) diluyendo dicha sustancia en 10ml de H2O estéril 
tipo 2, para posteriormente realizar diluciones desde 10-1 hasta 10-4, donde esta última dilución fue tomada para 
agregarse en el pozo correspondiente, todo lo anterior se incubó a 37°C durante 24 horas. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIONES 
A continuación, se muestra los resultados obtenidos a partir de los dos protocolos propuestos; donde se 
evidencia resultados negativos en cuanto al efecto inhibitorio de los extractos obtenidos de las bacterias ácido 
lácticas (BAL) frente al crecimiento de Salmonella spp. 
 
 
Figura 1. Protocolo realizado a partir de extractos sin exposición de sulfato de amonio ((NH4)2SO4) para la 
purificación de péptidos antimicrobianos. 
 
 
Figura 2. Protocolo realizado a partir de extractos en exposición a sulfato de amonio ((NH4)2SO4) para la 
purificación de péptidos antimicrobianos. 
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Para nuestros ensayos realizados con el fin de evaluar los extractos obtenidos a partir de las bacterias acido 
lácticas (BAL) aisladas desde muestras de leche cruda, los resultados presentaron actividad negativa para la 
inhibición del patógeno evaluado Salmonella spp. Podemos centrarnos en el análisis del patógeno diana como 
posible causa de la no inhibición o antagonismo por parte de las BAL, ya que se han realizado estudios donde 
se reportan resultados similares a los nuestros. Como se ha descrito anteriormente, Salmonella spp es una 
bacteria Gram-negativa lo que indica que cuenta con presencia de una doble capa lipídica que inhibe la 
interacción entre las sustancias antagonistas, tales como las bacteriocinas, y el microorganismo. Sin embargo, 
no se descarta la actividad inhibitoria de las BAL frente a los patógenos Gram-negativos, ya que se pueden 
emplear para generar mecanismos alternos como la producción de ácidos orgánicos, peróxido de hidrógeno, 
reuterina o mediante mecanismos de exclusión competitiva con el fin de producir (Ortolani et al., 2010). Otros 
resultados proporcionados por estudios en los cuales se ha realizado ensayos paralelos entre patógenos Gram-
positivos y Gram-negativos, muestran el antagonismo proporcionado por las BAL en Salmonella spp., sin 
embargo, se han observado porcentajes de inhibición mayor en los patógenos con morfología Gram-positiva; 
las evaluaciones realizadas demuestran que las bacterias Gram-positivas son más susceptibles a la inhibición 
por parte de BAL gracias a que no solo están expuestas a sustancias producidas por dichos organismos como 
ácidos orgánicos y peróxido de hidrógeno, los cuales generan inhibición también en patógenos Gram-negativos, 
sino que al ser las BAL conocidas por su capacidad productora de bacteriocinas; este compuesto presenta 
actividad más específico contra patógenos Gram positivos, tales como L. monocytogenes y Staphylococcus 
aureus que contra patógenos Gram-negativos (Nero et al., 2008).  
Si bien en muchos estudios realizados se han evaluado las características inhibitorias de las BAL, los extractos 
purificados provenientes de estas bacterias han sido evaluadas paralelamente frente organismo Gram-positivos 
y Gram-negativos teniendo resultados similares a los obtenidos en nuestros resultados. Ennahar et al., reportan 
en sus ensayos, que la acción de los extractos obtenidos a partir de BAL se probó en contra de diferentes 
bacterias Gram-positivas (Lactobacillus spp, Enterococcus spp, Micrococcus spp, Staphylococcus spp y 
Bacillus spp) y Gram-negativas (Salmonella spp, Pseudomona spp, y E. coli), inhibiendo el crecimiento de las 
Gram-positivas y no a las Gram-negativas (Ennahar et al. 1996). Estos resultados se atribuyen a que dichos 
péptidos o bacteriocinas poseen un espectro de acción más bien reducido, preferentemente en contra de bacterias 
Gram-positivas.  Teniendo en cuenta que otros estudios reportados, si bien no presentan amplios resultados de 
inhibición de estos péptidos frente a microorganismos Gram-negativos, algunas de las cepas de BAL utilizadas 
han sido efectivas en el control del crecimiento en organismos que presentan dichas características, es decir que 
algunas bacteriocinas, pueden presentar un espectro más amplio en contra de algunas bacterias Gram-negativas, 
lo que nos invita a evaluar muchas más especies de BAL (Klaenhammer., 1988).  
Los extractos purificados a partir de BAL empleando metodologías similares a las nuestras son reportados en 
diversos ensayos generalmente como bacteriocinas, estos péptidos biológicamente activos presentan 
propiedades bactericidas en contra principalmente de otras especies que pueden estar estrechamente 
relacionadas con las cepas productoras, exceptuando algunas cepas de BAL productoras de dichos compuestos, 
las cuales han presentado inhibición en microorganismos distanciados filogénicamente. Según lo anterior 
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indicado por Del Campo et al., al ser Salmonella spp. un organismo filogenéticamente distanciado por los 
principales géneros bacterianos pertenecientes a las BAL, el espectro de acción presentado por los péptidos 
obtenidos a partir de dichas bacterias, no es efectivo en la inhibición del crecimiento del patógeno objeto de 
nuestro estudio (Del campo et al., 2008).  
Para que dichos péptidos generen un efecto positivo y realicen una inhibición optima es necesario que se 
desarrolle su mecanismo de acción. La acción de las bacteriocitas está determinada por composición de la 
membrana citoplasmática, y como lo expresa Monroy et al., las bacterias Gram-positivas se caracterizan por 
poseer un alto contenido en lípidos aniónicos en su membrana, en este caso el modo de acción de las 
bacteriocinas se lleva a cabo por la unión inicial a la membrana bacteriana por atracción electrostática entre los 
lípidos cargados negativamente y las bacteriocinas con su carga neta positiva localizada en uno de sus extremos; 
después se produce la inserción de las bacteriocinas en la bicapa lipídica formando poros en la membrana 
bacteriana, la cual queda permeabilizada, la célula empieza a perder iones y metabolitos fundamentales para su 
supervivencia y eventualmente se produce la muerte bacteriana (Monroy & Jos., 2009). Teniendo en cuenta lo 
anterior y determinando los componentes presentes en la membrana de las bacterias Gram-negativas el efecto 
inhibitorio es más complicado gracias a que el mecanismo de acción propuesto por las bacteriocinas no se puede 
efectuar satisfactoriamente. Por consiguiente, lo expresado por Rojas et al. expone que la membrana externa de 
las bacterias Gram-Negativas, contiene lipopolisacáridos y no fosfolípidos, que actúan como una barrera 
permeable contra macromoléculas y solutos hidrofóbicos como las bacteriocinas, haciéndolas más resistentes a 
dichos péptidos (Rojas & Vargas., 2008). Es posible que los péptidos producidos por BAL presenten actividad 
inhibitoria frente a microorganismos como Pseudomonas, Escherichia y Salmonella, como lo reporta Vázquez 
et al., pero el efecto no se observa, a menos que se altere el componente lipopolisacárido de la membrana externa 
de estos microorganismos, con tratamientos como un choque osmótico o tratamiento con EDTA (Vásquez et 
al., 2009). 
Nuestros ensayos se encaminan a la búsqueda de metabolitos extracelulares que permitieran la inhibición de 
patógenos asociados al quedo fresco. La obtención y el aislamiento de cepas con posible capacidad de 
producción inhibitoria fue optima pues se recuperaron BAL de los medios de cultivo establecidos, sin embargo, 
se ha informado que la producción de bacteriocinas no es directamente proporcional al crecimiento microbiano 
o al aumento de masa de las bacterias, ya que la producción de estas sustancias extracelulares va más 
encaminado a condiciones de sometimiento de las cepas como pueden ser las concentraciones bajas de 
nutrientes que estimulan el crecimiento o bajo condiciones de temperatura y pH más bajas que las requeridas 
para un crecimiento óptimo. la producción optima de bacteriocinas es detectada en medios que tienen una 
concentración limitante de azucares, fuentes de nitrógenos, vitaminas y fosfatos de potasio o bajo condiciones 
reguladas de pH (Todorov et al., 2017). Para nuestro procedimiento se utilizaron medios de cultivo adecuados 
para el crecimiento y la obtención de cepas bajo condiciones óptimas, por lo que no se realizaron una exposición 
a condiciones adversas que pudieran promover la producción de dichos péptidos extracelulares (Ramirez 2010).     
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6. CONCLUSIONES 
- Se logró aislar las bacterias acido lácticas (BAL) a través de muestras de leche cruda inoculadas en un medio 
selectivo (MRS) para la obtención de cepas con características propias del microorganismo de interés.  
- Según la literatura consultada, el procedimiento realizado en nuestros ensayos, han mostrado una obtención 
optima y adecuada para los péptidos antimicrobianos evaluando su efecto en bacterias Gram-positiva y en 
menor medida para bacterias Gram-negativas, proporcionando así la iniciativa de modificar el procedimiento 
realizado, vinculando a éste, diferentes tratamientos que permitan la alteración de los componentes de la 
membrana de dichas bacterias que impiden el efecto inhibitorio, por el mecanismo de acción de los péptidos 
antimicrobianos provenientes de las BAL. 
- En los ensayos realizados, no se evidenció el efecto antagónico de los extractos obtenidos a partir de las BAL 
debido a factores relacionados a la especificidad de dichos extractos frente a ciertas bacterias con diversas 
morfologías. Los péptidos antimicrobianos provenientes de las BAL, se difieren entre sí por presentar efecto 
inhibitorio de amplio espectro en algunos patógenos diana y en otros con un espectro reducido; al referirse a 
péptidos microbianos se establece que dichas sustancias son utilizadas como metabolitos secundarios, por ende, 
se deben condicionar los organismos para generar la expresión de dichos péptidos. 
- La metodología realizada supone la obtención de los péptidos antimicrobianos, teniendo en cuenta los 
antecedentes consultados a partir de protocolos a fines a los evaluados, han presentado efecto inhibitorio sobre 
ciertos patógenos relacionados con la calidad higiénica de los productos alimentarios. En dichos estudios 
demostraron dificultades en el efecto inhibitorio frente a patógenos Gram–negativos, proponiendo así la 
evaluación de bacterias acido lácticas (BAL) frente a dichos patógenos, realizando así ensayos de antagonismo 
de los mismos, sin realizar una previa extracción de péptidos antimicrobianos sino evaluando la relación entre 
el conjunto bacteriano. 
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8. ANEXOS 
Anexo 1. Evaluación de extractos a partir de BAL aplicadas en la inhibicion de dos microorganismos       
patogenos.: A. Staphylococcus aureus, B. Streptococcus agalactiae. Tomado de: Colonia, A. 2018. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A B 
30 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
    
 
 
 
 
 
Anexo 2. Aislamiento de BAL a partir de muestras de leche crudas para determinar su efecto inhibitorio 
frente  a Salmonella  spp. Universidad Pereira. 
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Anexo 3. Visualización microscopica de la morfología de las cepas de BAL aisladas. Universidad Libre 
Pereira. 
